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摘要： 目的　 确定芒果苷标准样品的均匀性与稳定性， 测定其纯度标准值及不确定度。 方法　 依据 ＧＢ ／ Ｔ １５０００⁃２００８
标准样品工作导则， 采用 ＨＰＬＣ 法进行分析， 面积归一化法计算纯度， 对纯度标准样品进行均匀性与稳定性检验。 采

用 ８ 家实验室进行联合定值， 对定值结果进行不确定度评估。 结果　 芒果苷标准样品瓶间与瓶内均匀性良好， ４０ ℃
下短期稳定性及 ４ ℃下长期稳定性分别不少于 １５ ｄ、 １９ 个月， 纯度标准值及扩展不确定度为 （９９􀆰 ４７±０􀆰 ０８）％ （Ｐ ＝
０􀆰 ９５， ｋ＝ ２）。 结论　 所制备的芒果苷标准样品满足 ＧＢ ／ Ｔ １５０００－２００８ 工作导则要求。
关键词： 芒果苷； 标准样品； 定值； 不确定度

中图分类号： Ｒ２８４􀆰 １　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２２）０１⁃０２８４⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２２􀆰 ０１􀆰 ０５５

　 　 芒果苷是漆树科植物芒果树叶片、 百合科植物知母根

茎、 龙胆科植物藏茵陈等中药材的主要活性成分， 具有镇

咳、 杀菌、 抗病毒、 抗肿瘤、 降血糖、 降血脂等药理活

性［１⁃４］ 。 芒果苷为 ２０１５ 年版 《中国药典》 规定的知母等中

药材鉴别和质量控制的重要检测指标［５］ ， 因此， 准确测定

芒果苷含量对相关产品的质量控制有重要意义。 然而目前

尚无芒果苷标准样品， 与芒果苷检测相关的研究都是基于

芒果苷对照品而开展的。 国内外公司出售的芒果苷对照品，
均未按照国家标准进行均匀性、 稳定性和定值试验， 纯度

没有进行不确定度评价， 不具有溯源性， 难以作为标准样

品使用。
定值与不确定度评价是标准样品制备的重要环节， 质

量平衡法可直接溯源到国际单位制 （ＳＩ） 中的质量 （ｋｇ），
是一种潜在的基准方法［６］ ， 也是 ＧＢ ／ Ｔ １５０００􀆰 ３ 标准样品工

作导则中推荐的方法［７］ ， 它主要由主成分测定及杂质测定

两部分构成， 主成分测定常用方法是液相色谱法或气相色

谱法， 以面积归一化法计算主成分纯度； 杂质则主要是指

水分、 灰分和挥发性成分， 其操作简单、 可重复性好， 在

标准样品定值中应用广泛。 天然产物类标准样品在农产品、
食品、 中草药等领域需求很大， 近年来天然产物标准样品

的研制以及对其特性量值的检验、 定值及不确定度评价得

到了广泛关注， 有证标准样品数量逐渐增多。 王尉等报道

了表没食子儿茶素没食子酸酯、 异补骨脂素、 橙皮素、 辛

弗林、 天麻素、 黄芩素、 芝麻素和水苏糖等天然产物标准

样品的研制， 并采用质量平衡法法对制备的标准样品进行

了定值［８⁃１５］ 。

为了满足以芒果苷为活性成分的农产品及相关产品的

分析检测、 质量控制工作的需求， 保证检测结果的准确性、
可比性和溯源性， 急需制备芒果苷标准样品。 本文参照

ＧＢ ／ Ｔ １５０００􀆰 ３ 标准样品工作导则， 对研制的芒果苷标准样

品进行均匀性与稳定性检验， 以及采用质量平衡法进行定

值和对不确定度进行评价。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂　 芒果苷标准样品为自制， 步骤为将新鲜芒果叶

片切碎、 粉碎后提取， 分离纯化， 重结晶， 即得到淡黄色

针状结晶， ７０％ 甲醇超声溶解及定容， 制成质量浓度为

１００ μｇ ／ ｍＬ的供试品溶液。 乙腈、 甲醇、 甲酸 （色谱纯，
美国 赛 默 飞 公 司）； 水 为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 系 统 超 纯 水 （ 美 国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
１􀆰 ２　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ １５２５ 高效液相色谱仪， 配置紫外检测

器 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ５６００＋超高效液相色谱

串联四级杆飞行时间质谱仪 （美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）；
Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ 气相色谱仪， 配置 ＦＩＤ 检测器与顶空装置

［安捷伦科技 （中国） 有限公司］； ＳＫＦ⁃１ 自动卡尔费休水

分测定仪 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＢＴ２５Ｓ 型电子分析

天平 （十万分之一， 德国赛多利斯公司）； ＪＰ⁃１８０ＳＴ 超声

波清洗机 （９００ Ｗ， ４０ ｋＨｚ， 深圳市洁盟清洗设备有限

公司）。
１􀆰 ３　 纯度分析 　 采用 ＨＰＬＣ 法， 条件为 Ｗａｔｅｒｓ Ｘｂｒｉｄｇｅ
ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 １％ 甲

酸 （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ） （８５ ∶ １５）； 体积流量１ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 波长

２５８ ｎｍ； 柱温 ２５ ℃； 进样量 １０ μＬ。
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１􀆰 ４　 结构分析　 条件为电喷雾离子化源 （ＥＳＩ）， 负离子模

式； 质量扫描范围 ｍ ／ ｚ １００～９００； 喷雾电压－４ ５００ Ｖ； 雾化

气温度 ５５０ ℃； 气帘气 ４０ Ｌ ／ ｍｉｎ； 雾化气、 辅助气体积流

量 ５５ Ｌ ／ ｍｉｎ； 去簇电压－１００ Ｖ。 采用 ＴＯＦ⁃ＭＳ⁃ＩＤＡ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
方法采集数据， 一级预扫描和触发的二级扫描离子累积时

间分别为 ２００、 １００ ｍｓ； 碰撞能量－３５ ｅＶ； 碰撞能量叠加

（ＣＥＳ） （－３５±１５） ｅＶ； 触发二级的方法为 ＩＤＡ， 多重质量

亏损 （ＭＭＤＦ） 和动态背景扣除 （ＤＢＳ） 为触发二级的条

件， 满足该条件的优先进行二级扫描。
１􀆰 ５　 均匀性检验 　 均匀性检验包括瓶间、 瓶内均匀性检

验， 其中瓶间均匀性检验方法为随机抽取分装好的标准样

品 １５ 瓶， 采用 ３ 种抽样程序， 第 １ 组标准样品瓶序号为 ５⁃
６０⁃２３⁃５１⁃１９⁃２⁃７２⁃３３⁃８０⁃６９⁃２６⁃９３⁃４３⁃８５⁃１７， 第 ２ 组标准样品

瓶序号为 １７⁃８５⁃４３⁃９３⁃２６⁃６９⁃８０⁃３３⁃７２⁃２⁃１９⁃５１⁃２３⁃６０⁃５， 第 ３
组标准样品瓶序号为 ５⁃２３⁃１９⁃７２⁃８０⁃２６⁃４３⁃１７⁃６０⁃５１⁃２⁃３３⁃６９⁃
９３⁃８５； 瓶内均匀性检验方法为随机抽取分装好的标准样品

１ 瓶， 重复测定 １０ 次。 采用峰面积归一化法计算纯度， 再

根据 ＧＢ ／ Ｔ １５０００⁃２００８ 工作导则要求， 通过方差分析处理

均匀性测量数据， 并进行均匀性评估。
１􀆰 ６　 稳定性检验 　 稳定性检验包括短期、 长期稳定性检

验， 其中短期稳定性检验是将 ９ 组标准样品 （每组 ３ 瓶）
保存在恒温 （４０±１）℃烘箱中， 第 １～ ７ 天各取出 ３ 瓶， 第

１０、 １５ 天各取出 ３ 瓶， 放于 ４ ℃下， 共 １５ ｄ， 每瓶取 ３ 个

子样， 配制成溶液， 按 “１􀆰 ３” 项下方法分析， 检测在规

定条件下纯度随时间的变化； 长期稳定性检验是将 １６ 组标

准样品 （每组 ６ 瓶） 在 ４ ℃下保存 １９ 个月， 第 １～ １３ 个月

各取出 ６ 瓶， 第 １５、 １７、 １９ 个月各取出 ６ 瓶， 按 “１􀆰 ３”
项下方法分析。 采用峰面积归一化法计算纯度， 再根据

ＧＢ ／ Ｔ １５０００⁃２００８ 工作导则要求， 通过方差分析处理稳定性

检验数据， 并进行稳定性评估。
１􀆰 ７　 杂质分析

１􀆰 ７􀆰 １　 水分　 采用卡尔费休库伦滴定法［１６］测定。
１􀆰 ７􀆰 ２　 灰分 　 参照 《有机化工产品灼烧残渣的测定》
（ＧＢ ／ Ｔ ７５３１⁃２００８）， 采用灼烧法［１７］ ， 在 ６５０ ℃下灼烧至恒

重， 电子分析天平称定质量。
１􀆰 ７􀆰 ３　 有机溶剂残留　 采用静态顶空进样⁃气相色谱⁃氢火

焰离子化检测器法 （ＨＳ⁃ＧＣ⁃ＦＩＤ）。 条件为 ＤＢ⁃６２４ 色谱柱

（３０ ｍ×０􀆰 ２５ ｍｍ， １􀆰 ４ μｍ）； 初始温度 ４５ ℃， 恒温５ ｍｉｎ，
以 ７ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 ６０ ℃， １５ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 ８０ ℃， ５０ ℃ ／ ｍｉｎ
升至 ２３５ ℃， 恒定 ０􀆰 ５ ｍｉｎ； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 分流比

５ ∶ １； 进样量 １ ｍＬ； 进样口温度 ２００ ℃； 检测器温度

２６０ ℃。 取 ０􀆰 １００ ０ ｇ 标准样品， 加 ＤＭＳＯ 至２ ｍＬ， ９０ ℃顶

空 ３０ ｍｉｎ， 取 １ ｍＬ 顶空气体进行 ＧＣ 测定。
１􀆰 ８　 定值　 采用实验室协作试验定值法， 参加的实验室数

目为 ８ 家， 随机抽取 ２４ 瓶标准样品， 每个定值实验室送 ３
瓶， 每瓶平行测定 ２ 次。 定值实验室将标准样品制成

１００ μｇ ／ ｍＬ溶液， 采用峰面积归一化法计算纯度， 将所得

数据根据实验室规定和测定方法进行汇总， 从技术上剔除

查明原因的可疑值后， 通过格拉布斯 （Ｇｒｕｂｂｓ） 检验法从

统计上剔除可疑值。
ＧＢ ／ Ｔ １５０００⁃２００８ 规定， 定值结果由标准值和不确定度

组成， 标准样品特性标准值的测量不确定度 ｕＣＲＭ由标准值

定值试验的不确定度、 均匀性检验的不确定度 ｕｂｂ和稳定性

检验的不确定度 ｕｌｔｓ、 水分测量引入的不确定度 ｕｍｏｉｓｔｕｒｅ、 灰

分测量引入的不确定度 ｕａｓｈ、 溶剂残留测量引入的不确定

度 ｕｓｏｌｖｅｎｔ组成。 根据上述测定结果， 计算芒果苷标准样品的

纯度标准值和不确定度。
２　 结果

２􀆰 １　 纯度分析　 图 １ 显示， 主成分色谱峰只有 １ 个， 保留

时间 ５􀆰 ７５７ ｍｉｎ， 响应值高， 并且仅在 ７􀆰 ５９９ ｍｉｎ 处有 １ 个

响应微弱的杂质峰， 纯度高于 ９９􀆰 ５％ 。

１． 芒果苷

图 １　 芒果苷色谱图

２􀆰 ２　 结构确证　 芒果苷为双苯吡酮类黄酮类化合物， 在负

离子模式下容易解离， 因此离子源选择 ＥＳＩ－， 通过针泵进

样方式获得一级 （ ＴＯＦ⁃ＭＳ）、 二级 （ ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 质谱

图， 见图 ２。 由此可知， 在芒果苷一级质谱中， 其 ［Ｍ⁃
Ｈ］ －峰为 ｍ ／ ｚ ４２１􀆰 ０７９ ８， 响应最强， 为芒果苷脱氢后的母

离子， 与芒果苷分子 （４２２􀆰 ０８４ ９） 脱氢产物的 ｍ ／ ｚ 理论值

基本一致； 二级质谱的主要碎片峰有 ｍ ／ ｚ ３０１􀆰 ０３８ ３、
３３１􀆰 ０５２ ６、 ２７１􀆰 ０２６ ９、 ２５９􀆰 ０２８ ８， 均有很强的响应值， 为

芒果苷结构断裂产物。 以上结果与理论预测及文献 ［１８⁃
１９］ 报道一致， 因此所检测标准样品为芒果苷。
２􀆰 ３　 均匀性检验

２􀆰 ３􀆰 １　 瓶间均匀性　 结果见表 １， 方差分析见表 ２。
表 １　 瓶间均匀性检验结果 （ｎ＝３）

瓶号 纯度 ／ ％ 平均值／ ％ 方差
１ ９９􀆰 ９３ ９９􀆰 ７４ ９９􀆰 ８２ ９９􀆰 ８３ ０􀆰 ００９ １０
２ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ８６ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８４ ０􀆰 ０００ ２３
３ ９９􀆰 ８７ ９９􀆰 ９３ ９９􀆰 ８６ ９９􀆰 ８９ ０􀆰 ００１ ４３
４ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ８５ ９９􀆰 ９４ ９９􀆰 ８８ ０􀆰 ００３ ０３
５ ９９􀆰 ８８ ９９􀆰 ８９ ９９􀆰 ８９ ９９􀆰 ８９ ０􀆰 ０００ ０３
６ ９９􀆰 ８７ ９９􀆰 ９１ ９９􀆰 ９２ ９９􀆰 ９０ ０􀆰 ０００ ７０
７ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ８８ ９９􀆰 ９３ ９９􀆰 ８７ ０􀆰 ００４ ３０
８ ９９􀆰 ９２ ９９􀆰 ９３ ９９􀆰 ９４ ９９􀆰 ９３ ０􀆰 ０００ １０
９ ９９􀆰 ８８ ９９􀆰 ９７ ９９􀆰 ９１ ９９􀆰 ９２ ０􀆰 ００２ １０
１０ ９９􀆰 ９３ ９９􀆰 ８５ ９９􀆰 ９１ ９９􀆰 ９０ ０􀆰 ００１ ７３
１１ ９９􀆰 ９１ ９９􀆰 ８８ ９９􀆰 ９０ ９９􀆰 ９０ ０􀆰 ０００ ２３
１２ ９９􀆰 ８５ ９９􀆰 ９０ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ８６ ０􀆰 ００１ ０３
１３ ９９􀆰 ８８ ９９􀆰 ９１ ９９􀆰 ９１ ９９􀆰 ９０ ０􀆰 ０００ ３０
１４ ９９􀆰 ９１ ９９􀆰 ８６ ９９􀆰 ９０ ９９􀆰 ８９ ０􀆰 ０００ ７０
１５ ９９􀆰 ９５ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ８７ ９９􀆰 ８９ ０􀆰 ００３ ２３
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图 ２　 芒果苷高分辨质谱图

表 ２　 瓶间均匀性方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｆｃｒｉｔ值

瓶间（组间） ０􀆰 ０２８ ５９ １４ ０􀆰 ００２ ０４２ １􀆰 ０８４ ２􀆰 ０３７
瓶内（组内） ０􀆰 ０５６ ５３ ３０ ０􀆰 ００１ ８８４ — —

总和 ０􀆰 ０８５ １２ ４４ — — —

　 　 再对检测数据进行 Ｆ 检验［７，２０］ ， 若结果不显著， 则标

准物质视为均匀。 结果， 瓶间方差 Ｓ２
Ａ ＝

ＭＳａｍｏｎｇ － ＭＳｗｉｔｈｉｎ

ｎ
＝

５􀆰 ２６７×１０－５， 其中 ｎ 为组内测量次数 （３ 次）， 瓶间标准偏

差 Ｓｂｂ ＝ ｓ２Ａ ＝ ０􀆰 ００７ ２％ ， 瓶内标准偏差 Ｓｒ ＝ ＭＳｗｉｔｈｉｎ ＝
０􀆰 ０４３ ４％ ， Ｓｂｂ 也是瓶间不均匀性导致的不确定度分量

（Ｕｂｂ）， 即 Ｓｂｂ ＝Ｕｂｂ， 所以瓶间不均匀性导致的不确定度分

量 Ｕｂｂ ＝ ０􀆰 ００７ ２％ 。 Ｆ ＝
ＭＳａｍｏｎｇ

ＭＳｗｉｔｈｉｎ
＝ １􀆰 ０８４。 查 Ｆ 检验临界值

表， 发现 Ｆ０􀆰 ０５（１４，３０）＝ ２􀆰 ０３７， 其中 ０􀆰 ０５ 为置信水平， １４ 为

瓶间自由度， ３０ 为瓶内自由度， 结果 Ｆ≤Ｆ０􀆰 ０５（１４，３０） ， 表明

标准样品具有良好的均匀性。
２􀆰 ３􀆰 ２　 瓶内均匀性　 结果见表 ３， 方差分析见表 ４。
　 　 再对检测数据进行 Ｆ 检验［７，２０］ ， 若结果不显著， 则标

准物 质 视 为 均 匀。 结 果， 瓶 内 （ 组 间 ） 方 差 Ｓ２
Ａ ＝

ＭＳａｍｏｎｇ － ＭＳｗｉｔｈｉｎ

ｎ０
＝ １􀆰 １７６× １０－３， 其中 ｎ０ 为组内测量次数

（３ 次）， 瓶内 （组间） 标准偏差 Ｓｂｂ ＝ ｓ２Ａ ＝ ０􀆰 ０３４ ３％ ， 重

　 　 　 　 表 ３　 瓶内均匀性检验结果 （ｎ＝３）

瓶号 纯度 ／ ％ 平均值 ／ ％ 方差

１ ９９􀆰 ７９ ９９􀆰 ６３ ９９􀆰 ７９ ９９􀆰 ７４ ０􀆰 ００８ ５
２ ９９􀆰 ８７ ９９􀆰 ６５ ９９􀆰 ７７ ９９􀆰 ７６ ０􀆰 ０１２ １
３ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ６４ ９９􀆰 ７５ ０􀆰 ００９ ６
４ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ５８ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ７３ ０􀆰 ０１６ １
５ ９９􀆰 ７９ ９９􀆰 ７０ ９９􀆰 ７７ ９９􀆰 ７５ ０􀆰 ００２ ２
６ ９９􀆰 ７５ ９９􀆰 ７５ ９９􀆰 ５７ ９９􀆰 ６９ ０􀆰 ０１０ ８
７ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ７８ ９９􀆰 ７２ ９９􀆰 ７８ ０􀆰 ００３ ６
８ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ７７ ９９􀆰 ７９ ０􀆰 ０００ ３
９ ９９􀆰 ８９ ９９􀆰 ８９ ９９􀆰 ９０ ９９􀆰 ８９ ０􀆰 ０００ ０
１０ ９９􀆰 ８５ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８２ ９９􀆰 ８３ ０􀆰 ０００ ２

表 ４　 瓶内均匀性方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｆｃｒｉｔ值

瓶内（组间） ０􀆰 ０８９ ０ ９ ０􀆰 ００９ ８９０ １􀆰 ５５４ ２􀆰 ３９３

重复（组内） ０􀆰 １２７ ３ ２０ ０􀆰 ００６ ３６３ — —

总和 ０􀆰 ２１６ ３ ２９ — — —

复 （组内） 标准偏差 Ｓｒ ＝ ＭＳｗｉｔｈｉｎ ＝ ０􀆰 ０７９ ８％ 。 Ｆ ＝
ＭＳａｍｏｎｇ

ＭＳｗｉｔｈｉｎ
＝ １􀆰 ５５４。 查 Ｆ 检验临界值表， 发 现 Ｆ０􀆰 ０５（９，２０） ＝

２􀆰 ３９３， 其中 ０􀆰 ０５ 为置信水平， ９ 为瓶内自由度， ２０ 为瓶

内重复自由度， 结果 Ｆ 值＜Ｆ０􀆰 ０５ （９，２０） ， 表明标准样品具有良

好的瓶内均匀性。
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２􀆰 ４　 稳定性试验

２􀆰 ４􀆰 １　 长期稳定性　 将标准样品在 ４ ℃下进行 １９ 个月试

验， 采用优化 ＨＰＬＣ 法测定标准样品纯度作为特性量参数，
测得其范围为 ９９􀆰 ４５％ ～ ９９􀆰 ９７％ 。 再根据 ＧＢ ／ Ｔ １５０００⁃２００８
工作导则要求， 采用方差分析计算稳定性监测数据， 并进

行稳定性评估。

２􀆰 ４􀆰 １􀆰 １　 斜率法 　 斜率 ｂ１ ＝ ０􀆰 ００３ ９７８， 总平均值 Ｙ
－

＝

９９􀆰 ８２６ ２， Ｘ
－
＝ ８􀆰 ３５， 截距 ｂ０ ＝ Ｙ

－
－ｂ１Ｘ

－
＝ ９９􀆰 ８３０ ２， 回归方程

Ｙ＝ －０􀆰 ００３ ９７８Ｘ＋９９􀆰 ８３０ ２ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 １８８ ２）， 见图 ３。

图 ３　 芒果苷长期稳定性试验结果

直线上的点的标准偏差 ｓ２ ＝ ０􀆰 ０１２ ２９， 取其平方根 ｓ ＝
０􀆰 １１０ ９， 与 斜 率 相 关 的 不 确 定 度 为 ｓ （ ｂ１ ） ＝

ｓ

∑ｎ

ｉ ＝ １
（Ｘｉ － Ｘ

－
） ２

＝ ０􀆰 ００４ ９２０。 自由度 ｎ－２ ＝ ４、 Ｐ ＝ ０􀆰 ９５

（９５％ 置信区间） 的 ｔ 因子为 ２􀆰 ７７６， ｔ０􀆰 ９５ ，ｎ －２ × ｓ （ ｂ１ ） ＝
０􀆰 ０１３６ ６， ｂ１ ＝ － ０􀆰 ００３ ９７８， 由于 ｂ１ ＜ ｔ０􀆰 ９５ ，ｎ －２ × ｓ （ ｂ１ ），
故斜率不显著， 即未发现不稳定性， 长期稳定性良好， 不

确定度 ｕｌｓ ＝Ｘ×ｓ （ｂ１） ＝ １９×０􀆰 ００４ ９２０ ＝ ０􀆰 ０９３ ５％ ， 其中 Ｘ
为给定的保存期限。
２􀆰 ４􀆰 １􀆰 ２　 回归分析法　 以时间为自变量， 纯度为因变量，
采用回归分析对长期稳定性数据进行评估。 结果， Ｐ ＝
０􀆰 ０８２， 表示回归不显著 （对于 ９５％ 置信水平而言， Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为显著）， 即未发现不稳定性， 标准样品长期稳定性

稳定性良好。
２􀆰 ４􀆰 ２　 短期稳定性　 在夏季长途运输时标准样品时， 可能

会达到 ４０ ℃的高温， 故本实验考察芒果苷在 ４０ ℃、 １５ ｄ
内的短期稳定性， 测得其纯度范围为 ９９􀆰 ８１％ ～ ９９􀆰 ８４％ 。
再根据 ＧＢ ／ Ｔ １５０００⁃２００８ 工作导则要求， 采用方差分析计

算稳定性监测数据， 并进行稳定性评估。

２􀆰 ４􀆰 ２􀆰 １　 斜率法 　 斜率 ｂ１ ＝ －０􀆰 ０００ ５５３ １， Ｙ
－

＝ ９９􀆰 ８２７ ３，

Ｘ
－
＝ ５􀆰 ３， 截距 ｂ０ ＝ Ｙ

－
－ ｂ１Ｘ

－
＝ ９９􀆰 ８３０ ３， 回归方程为 Ｙ ＝

－０􀆰 ０００ ５５３Ｘ＋９９􀆰 ８３０ ３ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 １８３ ９）， 见图 ４。
直线上各点的标准偏差 ｓ２ ＝ ０􀆰 ０００ ２５０ ０， 取其平方根

ｓ＝ ０􀆰 ０１５ ８１， 与 斜 率 相 关 的 不 确 定 度 为 ｓ （ ｂ１ ） ＝
０􀆰 ００１ １６５， 自由度 ｎ－２ ＝ １、 Ｐ ＝ ０􀆰 ９５ 的 ｔ 因子为 １２􀆰 ７０６，
ｔ０􀆰 ９５，ｎ－２×ｓ （ ｂ１ ） ＝ ０􀆰 ０１４ ８１， 由于 ｂ１ ＜ ｔ０􀆰 ９５， ｎ－ ２ × ｓ （ ｂ１ ），
故斜率是不显著， 即未发现不稳定性， 标准样品短期稳定

性良好， 不确定度 ｕｓｓ ＝Ｘ×ｓ （ｂ１） ＝ ０􀆰 ０１４ ７８％ 。
２􀆰 ４􀆰 ２􀆰 ２　 回归分析法　 以时间为自变量， 纯度为因变量，

图 ４　 芒果苷短期稳定性试验结果

采用回归分析对短期稳定性数据进行评估。 结果， Ｐ ＝
０􀆰 ２２， 表示回归不显著， 即未发现不稳定性， 标准样品短

期稳定性良好。
２􀆰 ５　 杂质分析

２􀆰 ５􀆰 １　 水分　 采用自动卡尔费休库伦滴定法测定 ３ 次， 结

果分别为 ０􀆰 １７％ 、 ０􀆰 １５％ 、 ０􀆰 １９％ ， 再进行 Ｇｒｕｂｂｓ 检验，
发现在 ０􀆰 ０５ 水平、 检测次数 ３ 次时， Ｇ９５ （３） ＝ １􀆰 １５３， 水

分测量值均为 Ｇｉ＜Ｇ９５ （３）， 均不是异常值。 最终确定， 水

分为 ０􀆰 １７％ ， 相对标准偏差为 １１􀆰 ７６％
２􀆰 ５􀆰 ２　 灰分 　 ３ 次测定结果分别为 ０􀆰 １７４％ 、 ０􀆰 １６５％ 、
０􀆰 １３９％ ， 再进行 Ｇｒｕｂｂｓ 检验， 发现在 ０􀆰 ０５ 水平、 检测次

数 ５ 次时， Ｇｉ ＜Ｇ９５ （５）， 均不是异常值。 最终确定， 灰分

为 ０􀆰 １５９％ ， 相对标准偏差为 １１􀆰 ４１％ 。
２􀆰 ５􀆰 ３　 有机溶剂残留值　 芒果苷提取分离与重结晶过程仅

使用了甲醇、 石油醚、 乙酸乙酯， 故本实验对三者残留值

进行检测， 结果见表 ５， 再进行 Ｇｒｕｂｂｓ 检验， 发现在 ０􀆰 ０５
水平、 检测次数 ５ 次时， Ｇ９５ （５） ＝ １􀆰 ６７２， Ｇｉ ＜Ｇ９５ （５），
均不是异常值。 最终确定， 有机溶剂残留为 ０􀆰 ０２６％ 。

表 ５　 有机溶剂残留测定结果

有机溶剂 残留 ／ ％ 平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

甲醇 ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ０２９ ０􀆰 ０２１ ０􀆰 ０２９ ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ０２６ ３􀆰 １６３

石油醚 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ — —

乙酸乙酯 ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ — —

　 　 注：ＮＤ 表示未检出（小于 ２０ μｇ ／ ｍｇ）。

２􀆰 ６　 定值分析　 对 ８ 家实验室的数据采用格拉布斯检验法

进行检验， 测得 Ｇ９５ （４８） （Ｘｉｊ） 均小于 Ｇ９５ （４８） （２􀆰 ９４），
未发现异常值， 呈正态分布， 符合 ＧＢ ／ Ｔ １５０００⁃２００８ 工作

导则要求， 同法对每家实验室的平均值进行检验， 将其看

成 １ 组测定值进行异常值检验， 也未发现异常值， 故将上

述数据视为无偏估计值， 计算其平均值及标准偏差， 见表

６， 方差分析见表 ７。

纯度总平均值为 ９９􀆰 ８２％ ， ｐ 为实验室数量 （８ 家）； ｎ
为实验室 （组内） 测量次数 （６ 次）； 重复性方差 Ｓ２

Ｌ ＝

４􀆰 ９×１０－４， ｎ 为组内测量次数 （６ 次）， 实验室内重复性方

差 Ｓ２
ｒ ＝ ＭＳｗｉｔｈｉｎ ＝ ２􀆰 ２ × １０－４， 总平均值不确定度 ｕ（ ｘ） ＝

０􀆰 ００８ １％ 。 采用贝塞尔公式， 先计算标准偏差 Ｓ， 再计算

不确定度 ｕ， 测得均匀性检验引入的不确定度 ｕｂｂ ＝
０􀆰 ００７ ２％ ， 稳定性检验引入的不确定度 ｕｌｓ ＝ ０􀆰 ０９３ ５％ ， 水

分测量引入的不确定度 ｕｍｏｉｓｔｕｒｅ ＝ ０􀆰 ０１１ ６％ ， 灰分测量引入

的不确定度 ｕａｓｈ ＝ ０􀆰 ０１０ ５％ ， 溶剂残留测量引入的不确定度
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　 　 　 　 表 ６　 定值测定结果 （ｎ＝６）

实验室编号
纯度 ／ ％

１ ２ ３ ４ ５ ６
平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ７９ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ７９ ９９􀆰 ８０ ０􀆰 ０１０ ３
２ ９９􀆰 ８５ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８２ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８３ ０􀆰 ０１０ ３
３ ９９􀆰 ７８ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８２ ０􀆰 ０２０ ４
４ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ８２ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ８３ ９９􀆰 ８２ ９９􀆰 ８２ ０􀆰 ０１０ ５
５ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ８８ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ８８ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ８２ ９９􀆰 ８５ ０􀆰 ０２４ ５
６ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ８０ ９９􀆰 ８１ ９９􀆰 ８０ ０􀆰 ００５ ２
７ ９９􀆰 ７８ ９９􀆰 ７７ ９９􀆰 ７８ ９９􀆰 ７７ ９９􀆰 ７８ ９９􀆰 ７８ ９９􀆰 ７８ ０􀆰 ００５ ２
８ ９９􀆰 ８２ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ８７ ９９􀆰 ８４ ９９􀆰 ８２ ９９􀆰 ８２ ９９􀆰 ８４ ０􀆰 ０１９ ８

表 ７　 定值方差分析

来源 离均差平方和 自由度 均方

实验室间（组间） ０􀆰 ０２２ １ ７ ０􀆰 ００３ １６
重复（组内） ０􀆰 ００８ ９ ４０ ０􀆰 ０００ ２２
总和 ０􀆰 ０３１ ０ ４７ —

ｕｓｏｌｖｅｎｔ ＝ ０􀆰 ００１ ５％ ， 标准值定值测定结果引入的不确定度

ｕ（ｘ） ＝ ０􀆰 ００８ １％ ， 标准样品定值结果的合成不确定度

ｕＣＲＭ（合成）＝ ｕ （ｘ）２＋ｕｂｂ
２＋ｕｌｓ

２＋ｕｍｏｉｓｔｕｒｅ
２＋ｕａｓｈ

２＋ｕｓｏｌｖｅｎｔ
２ ＝０􀆰 ０９６％ 。

取包含因子 ｋ ＝ ２， 则标准样品的扩 展 不 确 定 度

ｕＣＲＭ （扩展）＝ ２×ｕＣＲＭ （合成） ＝ ０􀆰 ２０％ ， 纯度定值为 ９９􀆰 ８２％ ， 杂

质包括水分 ０􀆰 １７％ 、 灰分 ０􀆰 １５９％ 、 有机溶剂残留 ０􀆰 ０２６％ ，
总计 ０􀆰 ３５％ ， 扣除杂质后， 标准值为 （１００％ － ０􀆰 ３５％ ） ×
９９􀆰 ８２％ ＝ ９９􀆰 ４７％ 。 综上所述， 标准样的特性值为 ９９􀆰 ４７％ ，
扩展不确定度为 ０􀆰 ２０％ （Ｐ＝ ０􀆰 ９５， ｋ＝ ２）。
３　 结论

本研究制备的芒果苷标准样品瓶间与瓶内均匀性良好，
在 ４０、 ４ ℃下的短期和长期稳定性分别不少于 １５ ｄ、 １９ 个

月， 标准样品的纯度标准值为 ９９􀆰 ４７％ ， 扩展不确定度为

０􀆰 ２０％ 。 所制备的芒果苷标准样品满足 ＧＢ ／ Ｔ １５０００⁃２００８ 工

作导则要求， 可用于芒果苷检测方法校正， 以及芒果树叶、
知母等中药材、 提取物与药品等相关产品的检测和质量

控制。
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